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АННОТАЦИЯ
В в е д е н и е .  В основе развития цирроза печени, вне зависимости от этиологии, лежит процесс фиброза и 
структурной перестройки органа. Регуляция этого процесса связана с высоким уровнем экспрессии TGF-β и пода-
влением апоптоза в гепатоцитах. Окисленный декстран (ОД) обладает высокой противофибротической эффектив-
ностью, способен изменять функциональное состояние фагоцитирующей клетки, препятствуя таким образом раз-
витию фиброза, стимулируя репаративные процессы в органах при посттоксических гепатозах и циррозе печени.
Ц е л ь .  Изучение молекулярно-клеточных механизмов влияния ОД на экспрессию белков эпителиально-
мезенхимальной транзиции в процессе фиброзирования и формирования цирроза печени при посттоксическом 
гепатозе у крыс.
М а т е р и а л ы  и  м е т о д ы .  В эксперименте использовали 30 крыс-самцов породы Вистар с массой тела 
280–320 г. Животных разделили на 2 группы. Крысам 1-й группы (гепатоз) посттоксический гепатоз моделиро-
вали путем введения раствора CCl4 и этилового спирта. Животным 2-й группы посттоксический гепатоз моделиро-
вали аналогичным способом, что и крысам 1-й группы, и вводили ОД. Подсчитывали численную плотность (Nai) 
непаренхиматозных клеток печени, экспрессирующих TGF-β (клеток Купфера, эндотелиоцитов, фибробластов). 
Экспрессию Е-кадгерина, виментина, SNAIL + SLUG оценивали в фибробластах и гепатоцитах.
Р е з у л ь т а т ы .  Численная плотность (Nai) гепатоцитов, экспрессирующих виментин, преобладала в печени 
крыс 1-й группы (гепатоз), в сравнении с таковой у животных 2-й группы (гепатоз + ОД) на 30-е и 60-е сутки. 
У животных 1-й (гепатоз) группы на 60-е сутки отмечали в 3 раза меньшую численную плотность гепатоцитов, экс-
прессирующих Е-кадгерин, в сравнении с таковой у крыс, получавших ОД (2-я группа). У животных 1-й (гепатоз) 
группы на 30-е и 60-е сутки отмечали в 2 раза и 5 раз большую численную плотность гепатоцитов, экспрессирую-
щих SNAIL + SLUG, в сравнении с таковой у крыс 2-й группы. Численная плотность фибробластов, экспрессирую-
щих виментин, преобладала в печени крыс 2-й группы (гепатоз + ОД), в сравнении с таковой у животных 1-й 
группы (гепатоз) на 30-е сутки. У животных 1-й (гепатоз) группы на 60-е сутки отмечали в 6 раз большую числен-
ную плотность фибробластов, экспрессирующих Е-кадгерин, в сравнении с таковой у крыс, получавших ОД (2-я 
группа). У животных 1-й (гепатоз) группы на 30-е и 60-е сутки отмечали в 6 и 7 раз большую численную плотность 
фибробластов, экспрессирующих SNAIL + SLUG, в сравнении с таковой у крыс, получавших ОД (2-я группа). 
В печени животных 2-й группы (гепатоз + ОД) численная плотность клеток, экспрессирующих TGF-β, была мень-
шей в сравнении с таковой у животных 1-й группы (гепатоз) в 2.5 раза – на 30-е сутки и в 3.6 раза – на 60-е сутки 
эксперимента.
З а к л ю ч е н и е .  При посттоксическом гепатозе в паренхиматозных и непаренхиматозных клетках печени 
возрастает экспрессия белков TGF-β, SNAIL + SLUG и виментина, способствуя обретению клетками мезенхималь-
ного иммунофенотипа, что приводит к усилению профибротических эффектов и формированию цирроза печени. 
Применение ОД при посттоксическом гепатозе снижает экспрессию виментина, TGF-β и белков эпителиально-
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мезехимальной транзиции в паренхиматозных и непаренхиматозных клетках печени, что уменьшает выражен-
ность фибропластических процессов и препятствует развитию цирроза печени.
Ключевые слова: токсический гепатоз, цирроз печени, крысы, окисленный декстран, эпителиально-
мезенхимальная транзиция, TGF-β.
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ABSTRACT 
I n t r o d u c t i o n .  The development of liver cirrhosis, regardless of etiology, is based on the process of fi brosis and 
structural alteration of the organ. Regulation of this process is associated with a high level of TGF-β expression and sup-
pression of apoptosis in hepatocytes. Oxidized dextran (OD) has a high antifi brotic activity and is able to change the func-
tional state of the phagocytic cell, thus preventing the development of fi brosis and stimulating reparative processes in 
organs with post-toxic hepatosis and liver cirrhosis.
A i m .  To study the molecular and cellular mechanisms of the eff ect of OD on the expression of epithelial-mesenchymal 
transition (EMT)-associated proteins during fi brosis and the development of liver cirrhosis in rats with post-toxic hepatosis.
M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .  In the experiment, 30 male Wistar rats weighing 280–320 g were used. The ani-
mals were divided into 2 groups. In group 1 rats (hepatosis), the post-toxic hepatosis was modeled by administration of a solu-
tion of CCl4 and ethyl alcohol. In rats from group 2, the post-toxic hepatosis was modeled in the same way, and OD was admin-
istered. The numerical density (Nai) of liver nonparenchymal cells expressing TGF-β (Kupff er cells, endothelial cells, fi bro-
blasts) was calculated. The expression of E-cadherin, vimentin, SNAIL + SLUG by fi broblasts and hepatocytes was evaluated.
R e s u l t s .  The numerical density (Nai) of hepatocytes expressing vimentin prevailed in the liver of group 1 rats 
(hepatosis), compared with that of group 2 animals (hepatosis + OD) on the 30th and 60th days. In animals of the 1st 
(hepatosis) group on the 60th day, a 3-fold lower numerical density of hepatocytes expressing E-cadherin was noted in 
comparison with that in rats treated with OD (group 2). In animals of the 1st (hepatosis) group on the 30th and 60th days, 
a 2-fold and 5-fold higher numerical density of hepatocytes expressing SNAIL + SLUG was noted in comparison with that 
in rats of the 2nd group. The numerical density of fi broblasts expressing vimentin prevailed in the liver of group 2 rats 
(hepatosis + OD), compared with that of group 1 animals (hepatosis) on day 30. In animals of the 1st (hepatosis) group on 
the 60th day, a 6-fold higher numerical density of fi broblasts expressing E-cadherin was noted in comparison with that in 
rats treated with OD (group 2). In animals of the 1st (hepatosis) group on the 30th and 60th days, the numerical density of 
fi broblasts expressing SNAIL + SLUG was 6 and 7 times higher than in rats treated with OD (group 2). In the liver of ani-
mals of the 2nd group (hepatosis + OD), the numerical density of cells expressing TGF-β was lower in comparison with that 
of animals of the 1st group (hepatosis) by 2.5 times on the 30th day and 3.6 times on the 60th day of the experiment.
C o n c l u s i o n .  In post-toxic hepatosis, the expression of TGF-β, SNAIL + SLUG and vimentin proteins increases 
in liver parenchymal and nonparenchymal cells, contributing to the acquisition of a mesenchymal immunophenotype by 
cells, which leads to increased profi brotic activity and the development of liver cirrhosis. The use of OD in post-toxic hepa-
tosis reduces the expression of vimentin, TGF-β and EMT-associated proteins in liver parenchymal and nonparenchymal 
cells, which decreases the severity of fi broplastic processes and prevents the development of liver cirrhosis.
Keywords: toxic hepatosis, liver cirrhosis, rats, oxidized dextran, epithelial-mesenchymal transition, TGF-β.
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ВВЕДЕНИЕ
На современном этапе для цирроза печени 

характерны высокая частота заболеваемости и 
летальности [1, 2]. При этом лечение фиброза и 
цирроза печени носит симптоматический харак-
тер и направлено на коррекцию возникающих у 
пациентов осложнений, а в ряде случаев приме-
няется трансплантация печени [3].

В основе развития цирроза печени, вне зави-
симости от этиологии, лежит процесс фиброза и 
структурной перестройки органа. Регуляция 
этого процесса связана с высоким уровнем экс-
прессии TGF-β и подавлением апоптоза в гепато-
цитах [3]. В качестве основного источника про-
дукции TGF-β рассматривают макрофаги, уча-
ствующие в регуляции процессов фиброза [4]. 
Кроме того, в процессе фиброзирования печени 
и развития цирроза задействованы механизмы 
эпителиально-мезенхимальной транзиции 
(ЭМТ). Этот процесс сопровождается экспрес-
сией белков SNAIL и SLUG и имеет связь с увели-
чением экспрессии TGF-β [5]. При этом снижа-
ется уровень экспрессии компонентов, обеспечи-
вающих клеточные соединения, в частности 
E-кадгерина, но возрастает экспрессия вимен-
тина в эпителиальных клетках печени [6, 7].

Ранее была продемонстрирована высокая про-
тивофибротическая эффективность лизосомо-
тропного вещества – окисленного декстрана (ОД), 
способного длительно находиться в вакуолярном 
аппарате макрофага и изменять функциональное 
состояние фагоцитирующей клетки, способствуя 
накоплению лизосомальных ферментов и экс-
прессии матриксных металлопротеиназ (MMPs), 
их ингибиторов (TIMP), ответственных за дегра-
дацию внеклеточного матрикса, препятствуя 
таким образом развитию фиброза, стимулируя 
репаративные процессы в органах при различных 
экспериментальных условиях, в том числе при 
посттоксических гепатозах и циррозе печени [8]. 
Однако в ходе проводимых исследований выя-
вили, что экспрессия MMPs и TIMP при постток-
сических гепатозах и циррозе печени выражена 
слабо и не объясняет в полной мере полученный 
противофибротический эффект ОД.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изучение молекулярно-клеточных механиз-

мов влияния ОД на экспрессию белков ЭМТ в 
процессе фиброзирования и формирования цир-
роза печени при посттоксическом гепатозе у 
крыс.

INTRODUCTION
Currently, liver cirrhosis is characterized by high 

incidence and mortality [1, 2]. At the same time, the 
treatment of fi brosis and liver cirrhosis is symptom-
atic and aimed at correction of complications, and in 
some cases, liver transplantation is used [3].

The development of liver cirrhosis, regardless 
of etiology, is based on the process of fi brosis and 
structural alteration of the organ. Regulation of 
this process is associated with a high level of TGF-β 
expression and suppression of apoptosis in hepato-
cytes [3]. Macrophages involved in the regulation 
of fi brosis are considered the main source of TGF-β 
production [4]. In addition, the mechanisms of the 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) are 
involved in the process of liver fi brosis and the 
development of cirrhosis. This process is accompa-
nied by the expression of SNAIL and SLUG pro-
teins and is associated with increased TGF-β 
expression [5]. At the same time, the level of 
expression of components providing cellular junc-
tions, in particular E-cadherin, decreases, but the 
expression of vimentin in liver epithelial cells 
increases [6, 7].

Previously, a high antifi brotic activity of a lysoso-
motropic substance, oxidized dextran (OD) was dem-
onstrated of being capable to stay in the vacuolar 
apparatus of the macrophage for a long time and 
change the functional state of the phagocytic cell, con-
tributing to the accumulation of lysosomal enzymes 
and expression of matrix metalloproteinases (MMPs), 
their inhibitors (TIMP) responsible for the degrada-
tion of the extracellular matrix, thus preventing the 
development of fi brosis, stimulating reparative pro-
cesses in organs under various experimental condi-
tions, including post-toxic hepatoses and liver cirrho-
sis [8]. However, the studies conducted showed that 
the expression of MMPs and TIMP in post-toxic hep-
atosis and liver cirrhosis is poorly and does not fully 
explain the antifi brotic activity of OD.

AIM OF THE RESEARCH
To study the molecular and cellular mechanisms 

of the eff ect of OD on the expression of EMT-associ-
ated proteins during fi brosis and the development of 
liver cirrhosis in rats with post-toxic hepatosis.

MATERIALS AND METHODS 
In the experiment, 30 male Wistar rats weighing 

280–320 g were used. The experiment was carried 
out in accordance with the Directive 2010/63/EU of 
the European Parliament and the Council on the pro-
tection of animals used for scientifi c purposes, the 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В эксперименте использовали 30 крыс-самцов 

породы Вистар с массой тела 280–320 г. Экспе-
римент выполнен в соответствии с положениями 
Директивы 2010/63/EU Европейского парла-
мента и Совета Европейского Союза по охране 
животных, используемых в научных целях, Меж-
государственным стандартом по содержанию и 
уходу за лабораторными животными (7-е переиз-
дание, 2019 г.). 

Животных разделили на 2 группы. Крысам 1-й 
группы (гепатоз) посттоксический гепатоз моде-
лировали путем интраперитонеального введения 
1 раз в каждые 4 суток 50% масляного раствора 
CCl4 в дозе 1 мл/кг массы тела. После каждого 
такого введения на следующие сутки через 
поилку вводили 6.5% водный раствор этилового 
спирта (в среднем 40 мл на крысу). Введение CCl4 
и водного раствора этилового спирта продол-
жали в течение 60 сут, до формирования цирроза 
печени с характерными признаками в виде 
асцита, гидроторакса, геморрагического син-
дрома и ложными дольками в печени. Живот-
ным 2-й группы (гепатоз + ОД) посттоксический 
гепатоз моделировали так же, как и животным 
1-й группы, но, начиная с 1-х суток эксперимента, 
1 раз в каждые 4 дня интраперитонеально вво-
дили по 2 мл 5% водного раствора ОД (40 кДа). 
Введение ОД крысам 2-й группы (гепатоз + ОД) 
продолжали до 60-х суток. Животных во всех 
группах на протяжении эксперимента содержали 
в стандартных условиях вивария на стандартной 
лабораторной диете и выводили из эксперимента 
на 30-е и 60-е сутки от начала введения токсиче-
ских факторов путем декапитации под наркозом 
из смеси тилетамина (50 мг) и золазепама (50 мг) 
по 0.1 мл на 100 г массы тела. 

Для исследования забирали большую долю 
печени. После фиксации образцов печени в 10% 
забуференном нейтральном формалине их под-
вергали дальнейшей стандартной гистологиче-
ской обработке: проводили через серию спиртов 
возрастающей концентрации, заключали в пара-
фин. На микротоме Microm HM355S (Thermo 
Scientifi c, США) изготавливали гистологические 
срезы толщиной 5–6 мкм. Полученные срезы 
окрашивали гематоксилином и эозином. Имму-
ногистохимическое окрашивание срезов прово-
дили стандартным пероксидазным методом, 
применяли моноклональные антитела к TGF-β, 
Е-кадгерину, виментину, SNAIL + SLUG в разве-
дении, рекомендованном производителем 
(Abcam, Великобритания), и докрашивали гема-
токсилином. Количественную оценку экспрессии 

Interstate Standard for the Care of Laboratory Ani-
mals (7th reissue, 2019).

The animals were divided into 2 groups. In group 1 
rats, the post-toxic hepatosis was modeled by intra-
peritoneal administration of a 50% CCl4 oil solution at 
a dose of 1 ml/kg of body weight once every 4 days. 
After each administration, on the following day, a 
6.5% aqueous solution of ethyl alcohol (on average, 
40 ml per 1 rat) was administered using a drinker. The 
administration of CCl4 and an aqueous solution of 
ethyl alcohol was continued for 60 days until the for-
mation of liver cirrhosis with characteristic signs such 
as ascites, hydrothorax, hemorrhage, and pseudo-lob-
ules in the liver. In group 2 animals (hepatosis + OD), 
the post-toxic hepatosis was modeled in the same way 
as in group 1, but since the 1st day of the experiment, 
2 ml of a 5% aqueous solution of OD (40 kDa) was 
administered intraperitoneally once every 4 days. The 
administration of OD to group 2 rats (hepatosis + OD) 
was continued for 60 days. Animals in all groups 
throughout the experiment were kept in standard 
vivarium conditions on a standard laboratory diet, 
and were decapitated under tiletamine (50 mg) and 
zolazepam (50 mg) at a dose of 0.1 ml per 100 g of 
body weight on the 30th and 60th days from the start 
of the administration of toxicant solutions.

The large hepatic lobe was taken for the study. 
After fi xation of the liver samples in 10% neutral for-
malin solution, they were subjected to further con-
ventional tissue processing through ethanol of 
increasing concentrations, and embedded in paraf-
fi n. Serial sections of 5–6 μm were made using a 
Microm HM355S microtome (Thermo Scientifi c, 
USA). Sections were stained with hematoxylin and 
eosin. Immunohistochemical staining of sections 
was carried out by the conventional peroxidase 
method, monoclonal antibodies to TGF-β, E-cad-
herin, vimentin, SNAIL + SLUG were used in the 
dilution recommended by the manufacturer (Abcam, 
Great Britain), and were counterstained with hema-
toxylin. The quantitative assessment of the expres-
sion of the above markers was performed using an 
AxioStar microscope (Carl Zeiss, Germany) at mag-
nifi cation ×400 using a morphometric grid with a 
test area of 1600 μm2. The numerical density (Nai) of 
liver nonparenchymal cells expressing TGF-β 
(Kupff er cells, endothelial cells, fi broblasts) was cal-
culated due to the ability of these cells to produce 
this marker, their participation in the process of liver 
fi brosis, infl ammation [4]. The expression of E-cad-
herin, vimentin, SNAIL + SLUG was evaluated in 
fi broblasts and hepatocytes [9].

Statistical analysis was performed using licensed 
Microsoft software. The probability of signifi cance of 



Journal homepage: http://jsms.ngmu.ru

Карпов М.А. и др.  /  Journal of Siberian Medical Sciences  Т. 7, № 2 (2023)

132

вышеуказанных факторов проводили с исполь-
зованием светового микроскопа AxioStar (Carl 
Zeiss, Германия) при увеличении в 400 раз с 
использованием морфометрической сетки с 
тестовой площадью 1600 мкм². Подсчитывали 
численную плотность (Nai) непаренхиматозных 
клеток печени, экспрессирующих TGF-β (клеток 
Купфера, эндотелиоцитов, фибробластов), в 
связи со способностью этих клеток продуциро-
вать указанный фактор, участием их в процессе 
фиброзирования печени, воспалении [4]. Экс-
прессию Е-кадгерина, виментина, SNAIL + SLUG 
оценивали в фибробластах и гепатоцитах [9]. 

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием лицензированного программного обе-
спечения Microsoft. Вероятность достоверности 
различий средних величин между сравнивае-
мыми признаками оценивали при помощи 
t-критерия Стьюдента, при условии нормального 
распределения величин в вариационном ряду.

РЕЗУЛЬТАТЫ
За время эксперимента летальных исходов 

среди животных 1-й и 2-й группы не наблюдали. 
Макроскопически печень крыс 1-й группы (гепа-
тоз) была плотной, с бугристой узловатой поверх-
ностью, тусклого красного цвета. При микроско-
пическом исследовании печени крыс 1-й (гепа-
тоз) группы обнаруживали фибро з в области 
портальных трактов, между долек и в толще 
долек к 30-м суткам. Формирование ложных 
долек различного размера наблюдали на 60-е 
сутки эксперимента. У крыс 2-й группы (гепа-
тоз + ОД)  на 30-е и 60-е сутки печень макроско-
пически была гладкой, темно-красного цвета, 
плотно-эластической консистенции, а при 
микроскопическом исследовании наблюдали 
отложение коллагена вокруг портальных трак-
тов, однако в иных локализациях относительно 
структуры печеночных долек, а также формиро-
вания ложных долек не наблюдали.

Численная плотность гепатоцитов, экспресси-
рующих виментин, преобладала в печени крыс 
1-й группы (гепатоз), в сравнении с таковой у 
животных 2-й группы (гепатоз + ОД) на 30-е и 
60-е сутки (табл. 1, рис. 1, А). 

У животных 1-й (ге патоз) группы на 60-е сутки 
отмечали в 3 раза меньшую численную плот-
ность гепатоцитов, экспрессирующих Е-кадгерин, 
в сравнении с таковой у крыс, получавших ОД 
(2-я группа) (см. табл. 1, рис. 1, В).

У животных 1-й (гепатоз) группы на 30-е и 
60-е сутки отмечали в 2 раза и 5 раз большую 
численную плотность гепатоцитов, экспрессиру-

diff erences between the compared mean values was 
determined using the Student’s t-test, provided that the 
values were distributed normally in the variation series.

RESULTS
During the expe riment, fatal outcomes were not 

observed among animals of the 1st and 2nd groups. 
Macroscopically, the liver of group 1 rats (hepatosis) 
was dense, with a lumpy, nodose surface, dull red in 
color. Microscopic examination of the liver of rats 
with hepatosis (group 1) revealed fi brosis at the por-
tal tracts, between the lobules and within the lobules 
by the 30th day. The formation of pseudo-lobules of 
various sizes was observed on the 60th day of the 
experiment. In group 2 rats (hepatosis + OD) on the 
30th and 60th days, macroscopically the liver was 
smooth, dark red in color, solid and elastic, and dur-
ing microscopic examination the deposition of colla-
gen around the portal tracts was observed, however, 
in other localizations, with respect to the hepatic lob-
ule structure, it was not found, as well as the forma-
tion of pseudo-lobules.

The numerical density of hepatocytes expressing 
vimentin prevailed in the liver of group 1 rats (hepa-
tosis), in comparison with that of group 2 animals 
(hepatosis + OD) on the 30th and 60th days (Table 1, 
Fig. 1, A).

In animals of  the 1st (hepatosis) group on the 
60th day, a 3-fold lower numerical density of hepato-
cytes expressing E-cadherin was observed in com-
parison with that in rats receiving OD (group 2) 
(Table 1, Fig. 1, B).

In animals of the 1st (hepatosis) group on the 
30th and 60th days, a 2-fold and 5-fold higher 
numerical density of hepatocytes expressing SNAIL + 
SLUG was noted in comparison with that in rats 
treated with OD (group 2) (Table 1, Fig. 1, C).

The numerical density of fi broblasts expressing 
vimentin prevailed in the liver of group 2 rats (hepa-
tosis + OD), compared with that of group 1 animals 
(hepatosis) on day 30 (Table 2).

In animals of the 1st (hepatosis) group on the 
60th day, a 6-fold higher numerical density of fi bro-
blasts expressing E-cadherin was noted in compari-
son with that in rats treated with OD (group 2) 
(Table 2).

In animals of the 1st (hepatosis) group on the 
30th and 60th days, a 6 and 7 times greater numeri-
cal density of fi broblasts expressing SNAIL + SLUG 
was observed in comparison with that in rats treated 
with OD (group 2) (Table 2).

It is known that SNAIL + SLUG proteins are 
involved in disruprion of the assembly of cytoskele-
ton fi laments of the epithelial cells, thus contributing 
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Таблица 1. Численная плотность (Nai) гепатоцитов, экспрессирующих маркеры эпителиально-мезенхимальной 
транзиции в печени крыс при посттоксическом гепатозе и в условиях коррекции окисленным декстраном (M ± m)
Table 1. Numerical density (Nai) of hepatocytes expressing epithelial-mesenchymal transition markers in the liver of rats 
with post-toxic hepatosis and  treated with oxidized dextran (M ± m)

Показатель
Marker

Период наблюдения (сут)
Follow-up (day)

1-я группа
1st group

2-я группа
2nd group

Е-кадгерин
E-kadherin

30 2.2 ± 0.19 2.9 ± 0.28
60 1.9 ± 0.15 5.9 ± 0.41*

Виментин
Vimentin

30 0.4 ± 0.12 0.14 ± 0.07*
60 0.77 ± 0.19 0.03 ± 0.03*

SNA IL + SLUG 30 3.7 ± 0.26 1.9 ± 0.28
60 5.9 ± 0.45 0.1 ± 0.05*

* Д остоверные различия средних величин между 1-й и 2-й группами (p < 0.05).
*  Differences of average values between the 1st and 2nd groups are significant (p < 0.05).

Рис. 1. Экспрессия исследуемых белков непаренхиматозными и паренхиматозными клетками печени крыс 
1-й группы (гепатоз) на 60-е сутки эксперимента: А – виментина в гепатоцитах; В – Е-кадгерина в гепатоцитах 

и фибробластах; С – SNAIL + SLUG в фибробластах и гепатоцитах; D – TGF-β в фибробластах. 
Докрашивание гематоксилином. Увеличение ×400

Fig. 1. Expression of the studied proteins by liver nonparenchymal and parenchymal cells of group 1 rats (hepatosis) on 
the 60th day of the experiment: A – vimentin in hepatocytes; B – E-cadherin in hepatocytes and fi broblasts; C – SNAIL + 
SLUG in fi broblasts and hepatocytes; D – TGF-β in fi broblasts. Counterstaining  with hematoxylin. Magnifi cation ×400
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to the acquisition by the cell of a mesenchymal or 
mesodermal immunophenotype [10]. A study of the 
numerical density of cells expressing SNAIL + SLUG 
showed that in rats of group 1 (hepatosis), the indica-
tor increased by 35% from the 30th to the 60th day, 
whereas in animals of group 2 (hepatosis + OD), the 
numerical density of cells expressing SNAIL + SLUG 
decreased by 90% in the same time period. At the 
same time, the numerical density of cells expressing 
SNAIL + SLUG on the 30th and 60th days in the liver 
of group 1 rats (hepatosis) was 53 and 97% higher 
compared to that in the liver of group 2 animals 
(hepatosis + OD) (Table 1, Fig. 1, C).

In the liver of animals of the 2nd group (hepatosis 
+ OD), a lower numerical density of cells expressing 
SNAIL + SLUG, in comparison with that of animals 
of the 1st group (hepatosis), was combined with a 
less pronounced (2.5 times – on the 30th day and 
3.6 times – on the 60th day) expression of TGF-β 
(Table 3, Fig. 1, D).

DISCUSSION
The results obtained indicate the predominance of 

cells expressing vimentin in the liver of rats with post-
toxic hepatosis (group 1), which is probably associ-
ated with the expression of SNAIL + SLUG and TGF-β 
and contributes to the mesenchymal transformation 
of liver cells and the progression of fi brosis with the 
formation of pseudo-lobules [11, 12]. At the same 
time, the OD has the ability to mediate less active pro-
duction of TGF-β by liver cells, to prevent the forma-
tion of a mesenchymal trend in cell diff erentiation 
and the development of liver fi brosis and cirrhosis.

The result of the study demonstrates the involve-
ment of EMT markers in the antifi brotic activity of 
OD, which is realized in a lower production of TGF-β 

ющих SNAIL + SLUG, в сравнении с таковой у 
крыс, получавших ОД (2-я группа) (см. табл. 1, 
рис. 1, С).

Численная плотность фибробластов, экспрес-
сирующих виментин, преобладала в печени крыс 
2-й группы (гепатоз + ОД), в сравнении с таковой 
у животных 1-й группы (гепатоз) на 30-е сутки 
(табл. 2). 

У животных 1-й (гепатоз) группы на 60-е сутки 
отмечали в 6 раз большую численную плотность 
фибробластов, экспрессирующих Е-кадгерин, в 
сравнении с таковой у крыс, получавших ОД (2-я 
группа) (см. табл. 2).

У животных 1-й (гепатоз) группы на 30-е и 
60-е сутки отмечали в 6 и 7 раз большую числен-
ную плотность фибробластов, экспрессирующих 
SNAIL + SLUG, в сравнении с таковой у крыс, 
получавших ОД (2-я группа) (см. табл. 2).

Известно, что белки SNAIL + SLUG участвуют 
в нарушении сборки филаментов цитоскелета 
эпителиальных клеток, таким образом способ-
ствуя обретению клеткой мезенхимального или 
мезодермального иммунофенотипа [10]. Иссле-
дование численной плотности клеток, экспресси-
рующих SNAIL + SLUG, показало, что у крыс 1-й 
группы (гепатоз) величина исследуемого показа-
теля с 30-х по 60-е сутки возросла на 35 %, тогда 
как у животных 2-й группы (гепатоз + ОД) чис-
ленная плотность клеток, экспрессирующих 
SNAIL + SLUG, уменьшилось на 90 % в аналогич-
ный период эксперимента. При этом численная 
плотность клеток, экспрессирующих SNAIL + 
SLUG, на 30-е и 60-е сутки в печени крыс 1-й 
группы (гепатоз) была на 53 и 97 % большей в 
сравнении с таковой в печени животных 2-й 
группы (гепатоз + ОД) (см. табл. 1, рис. 1, С).

Таблица 2. Численная плотность (Nai) фибробластов, экспрессирующих маркеры эпителиально-мезенхимальной 
транзиции в печени крыс с посттоксическим гепатозом и в условиях коррекции окисленным декстраном (M ± m)
Table 2. Numerical density (Nai) of fibroblasts expressing epithelial-mesenchymal transition markers in the liver of rats 
with post-toxic hepatosis and treated with  oxidized dextran (M ± m)

Показатель 
Marker

Период наблюдения (сут)
Follow-up (day)

1-я группа
1st group

2-я группа
2nd group

Е-кадгерин
E-kadherin

30 0.5 ± 0.17 0.2 ± 0.09
60 1.2 ± 0.27 0.2 ± 0.06*

Виментин
Vimentin

30 0.4 ± 0.14 1.5 ± 0.33*
60 1.5 ± 0.37 1.3 ± 0.38

SNAIL + SLUG 30 0.6 ± 0.16 0.1 ± 0.08*
60 0.7 ± 0.19 0.1 ± 0.07*

* Достоверные различия средних величин между 1-й и 2-й группами (p < 0.05).
* Differences of average values between the 1st and 2nd groups are significant (p < 0.05).
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В печени животных 2-й группы (гепатоз + ОД) 
меньшая численная плотность клеток, экспрес-
сирующих SNAIL + SLUG, в сравнении с таковой 
у животных 1-й группы (гепатоз), сочеталась с 
менее выраженной (в 2.5 раза – на 30-е сутки и в 
3.6 раза – на 60-е сутки эксперимента) экспрес-
сией TGF-β (табл. 3, рис. 1, D). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные результаты указывают на преоб-

ладание клеток, экспрессирующих виментин, в 
печени крыс с посттоксическим гепатозом (1-я 
группа), что, вероятно, связано с экспрессией 
SNAIL + SLUG и TGF-β и способствует «мезенхи-
мальной» трансформации клеток печени и про-
грессированию фиброза с образованием ложных 
долек [11, 12]. Вместе с тем ОД обладает способно-
стью опосредовать менее активную продукцию 
клетками печени TGF-β, препятствовать форми-
рованию «мезенхимальной» направленности 
дифференцировки клеток и развитию фиброза и 
цирроза печени. 

Результат проведенного исследования демон-
стрирует участие маркеров ЭМТ в противофибро-
тической эффективности ОД, которая реализу-
ется в меньшей продукции TGF-β и его индукто-
ров SNAIL + SLUG, что, вероятно, связано с лизо-
сомотропностью и медленной деградацией ОД в 
вакуолярном аппарате макрофагов, участвую-
щих в ответной реакции на повреждение печени 
при посттоксическом гепатозе и последующей 
репарации органа.

Очевидно, что при фиброзе и циррозе печени 
макрофаги печени имеют явные черты клеток 
типа М2 [12, 13]. При этом высокая экспрессия 
TGF-β в непаренхиматозных клетках печени 
сочеталась со снижением экспрессии Е-кадге-
рина, увеличением экспрессии виментина, отра-
жая проявления ЭМТ как в паренхиматозных, 
так и непаренхиматозных клетках печени [9]. 
Можно предположить, что применение ОД при-
водит к накоплению его в макрофагах, в том 

and its inducers SNAIL + SLUG, which is probably 
due to lysosomotropic activity and slow degradation 
of OD in the vacuolar apparatus of macrophages 
involved in the response to liver damage in post-
toxic hepatosis and subsequent organ repair.

It is obvious that in liver fi brosis and cirrhosis, 
liver macrophages have distinct features of M2 cells 
[12, 13]. At the same time, the high expression of 
TGF-β in liver nonparenchymal cells was combined 
with a decrease in the expression of E-cadherin, an 
increase in the expression of vimentin, refl ecting the 
manifestations of EMT in both liver parenchymal 
and nonparenchymal cells [9]. It can be assumed that 
the use of OD leads to its accumulation in macro-
phages, including in Kupff er cells, which prevents 
their expression of TGF-β and its inducers SNAIL + 
SLUG. In addition, the OD may interfere with the 
assembly of collagen from tropocollagen by forming 
strong bonds with aldehyde groups [8]. The decrease 
in fi broplastic complications in the liver may also be 
due to a decrease in the expression of TGF-β, SNAIL 
+ SLUG, vimentin in fi broblasts.

CONCLUSION 
The study conducted allows us to draw the follow-

ing conclusions:
1. In post-toxic hepatosis, the expression of TGF-β, 

SNAIL + SLUG, and vimentin proteins increases in 
liver parenchymal and nonparenchymal cells, con-
tributing to the acquisition of a mesenchymal immu-
nophenotype by cells, which leads to an increased pro-
fi brotic activity and formation of liver cirrhosis.

2. The use of the OD in post-toxic hepatosis 
reduces the expression of vimentin, TGF-β and epi-
thelial-mesenchymal transition-associated proteins 
in liver parenchymal and nonparenchymal cells, 
which decrease the severity of fi broplastic processes 
and prevents the liver cirrhosis development.

Confl ict of interest. The authors declare no 
confl ict of interest.

Таблица 3. Численная плотность (Nai) непаренхиматозных клеток печени крыс, экспрессирующих TGF-β, 
при посттоксическом гепатозе и в условиях коррекции окисленным декстраном (М ± m)
Table 3. Numerical density (Nai) of liver nonparenchymal cells of rats expressing TGF-β in post-toxic hepatosis 
and treated with oxidized dextran (M ± m)

Показатель 
Indicator

Период наблюдения (сут)
Follow-up (day)

1-я группа
1st group

2-я группа
2nd group

Клетки, экспрессирующие TGF-β
Cells expressing TGF-β

30 3.8 ± 0.33 1.5 ± 0.22*
60 6.5 ± 0.47 1.8 ± 0.18*

* Достоверные отличия при сравнении величин 1-й и 2-й группы (р ≤ 0.05).
   Differences of average values between the 1st and 2nd groups are significant (p < 0.05).
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числе в клетках Купфера, что препятствует экс-
прессии ими TGF-β и его индукторов SNAIL + 
SLUG. Кроме того, ОД, возможно, препятствует 
сборке коллагена из тропоколлагена путем обра-
зования прочных связей с альдегидными груп-
пами [8]. Снижение фибропластических ослож-
нений в печени может быть также обусловлено 
уменьшением экспрессии TGF-β, SNAIL + SLUG, 
виментина в фибробластах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование позволяет сделать 

следующие выводы:
1. При посттоксическом гепатозе в паренхима-

тозных и непаренхиматозных клетках печени 
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возрастает экспрессия белков TGF-β, SNAIL + 
SLUG и виментина, способствуя обретению клет-
ками мезенхимального иммунофенотипа, что 
приводит к усилению профибротических эффек-
тов и формированию цирроза печени.

2. Применение ОД при посттоксическом гепа-
тозе снижает экспрессию виментина, TGF-β и 
белков эпителиально-мезенхимальной транзи-
ции в паренхиматозных и непаренхиматозных 
клетках печени, что уменьшает выраженность 
фибропластических процессов и препятствует 
формированию цирроза печени.
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